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伝子やタンパク質の構造に関する研究に利用されて

いる．SNOMといった走査型プローブ顕微鏡により，

近接場光情報と原子間力情報を合わせもつ方法によ

るナノ解析も実現している．特に細胞内のGFP分子

をマーカーとした解析や染色体のナノ構造の解析に

も展開している．さらにこうした顕微鏡以外にナノ

領域を観測する方法として，エバネンセント光を用

いた一分子計測が行われており，ATPase 回転運動，

ミオシンーアクチンの滑り運動などが直接観測され

ている．一方，ナノスケールの構造体を利用してバ

イオの解析に利用する研究も重要である．さらにナ

ノスケールの間隔を有する電極を作成し，電極間に

DNAを配置してその特性を測定することも試みて

いる．また，ナノスケールで精密に作成されたチャ

ンネル構造を利用してゲル電気泳動を模倣した微細

なシリコンピラによるDNA の分離が実現してい

る．ナノマテリアルとして代表的なカーボンナノチ

ューブを原子間力顕微鏡のチップの先端部に用いて

より精密に生体材料の構造を観察する試みもある．

すでにこれを用いてDNA のニ本鎖の構造が観測で

きることも明らかとなっている．一方，こうしたナ

ノツールを用いて測定のみならず操作を行うことも

行われている．たとえば，光ピンセットの原理を利

用してナノ粒子の動きを制御したり，原子間力顕微

鏡を用いて細胞や染色体の移動や切断分離したりす

ることも可能である．

２．ナノ構造マテリアルとバイオデバイス

ナノ機能材料は，いうまでもないが，ナノスケー

ルで制御された構造体を基盤とした機能材料であ

る．こうしたナノ材料をバイオセンシングに展開す

る研究が注目されている．それは，対象とするバイ

オ自体がナノ機能材料を基礎としており，これを調

１．ナノバイオテクノロジーとは

ナノバイオテクノロジーの概要を図１に示すが，

基盤技術としてナノマテリアル，ナノバイオロジー，

ナノデバイスなどがあり，これらを基礎にナノバイ

オセンサー，ナノドラックデリバリー，ナノサージ

ェリ－，バイオバッテリーなど医療，食糧，環境，

エネルギー，デバイス分野などの次世代技術として

応用展開が期待されている．生体機能をになうバイ

オ分子の解析を行う手法としては，分子構造や形態

に関する情報のみならず生きた細胞内での動的解析

が不可欠である．たとえば，バイオ分子の解析をナ

ノ領域で観測しようとする為には電子顕微鏡や走査

型プローブ顕微鏡といった手法が有力である．特に，

原子間力顕微鏡は，液中での測定も可能であり，遺
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べるツールにおいても同様のナノテクノロジーを必

要とするからである．たとえば，ナノ量子ドット

（CdSe,CuSなど）は，ナノ粒子のサイズを制御する

ことによって蛍光波長を変化させることが可能で，

すでに遺伝子やタンパクの標識剤への利用が検討さ

れている．その他,ナノ金属粒子（金，銀など）ナ

ノチューブ（CNT，ペプチド，脂質など）などの

ナノメートルのサイズで制御された材料も開発され

ており，これらを標識材料にした遺伝子やプロテイ

ンのセンシングが行われている．また，チップ表面

にナノ粒子を単層の配置したナノ周期構造体による

局所プラズモンを用いたバイオセンシングなどの展

開も行われている．この方法は，標識剤を必要とせ

ずに直接に抗原抗体反応などをモニタリングでき

る．特に，チップ基板に対して垂直に入射した光に

対する反射スペクトルを測定すると行った単純な光

学系で行うことができ，オンチップでの集積化も容

易である（後述）．また，金ナノ粒子に遺伝子プロ

ーブを固体化して測定対象となる遺伝子と結合する

ことにより起こる光学特性や電気化学特性を指標と

する方法も提案されている．一方，ナノテクノロ

ジ－のもう一つ重要な点である分子設計について示

すと，たとえば，細胞内シグナルとしてのリン酸化

酵素の活性を調べるプローブを開発するために基質

となる配列のペプチドの両端に蛍光物質を付与する

ことにより分子プローブが開発されている．このプ

ローブは酵素活性により構造が変わり，最終的には

光の情報へと変化を与える．その結果，細胞内情報

をモニタすることができるのである．こうした分子

設計を行う為には，ペプチドの配列をどのように設

計するか，蛍光分子間の相互作用をどのように設計

するかなど分子設計がきわめて重要である．こうし

た点もナノテクノロジ－の貢献できる分野と考えら

れる．すでに蛍光分子やダイオキシン分子を認識す

るペプチドの探索にも成功している．また，ユニー

クな例として，カーボンナノチューブと関係のある

フラーレンの認識するペプチドの設計にも実現して

いる．フラーレンはエイズのプロテアーゼの阻害剤

として働くことも知られ，また活性酸素の発生より

DNAの切断や抗ガン剤としての利用も考えられて

いる．さらに，再生医療分野への応用を考慮した幹

細胞認識ペプチドや神経突起誘発作用のある新規ペ

プチドなどの探索にも成功している．こうしたペプ

チドのスクリーニングについては後述するマイクロ

チップ技術をもちいたハイスループットなバイオチ

ップが不可欠である．

３．ナノ構造制御と電気化学バイオセンサー

（１）内在性活性分子を指標とするラベルフリー

電気化学的タンパク／遺伝子の解析

遺伝子やタンパクを計測するうえでこれらと選択

的に結合するプローブ分子（オリゴヌクレオチド，

抗体など）が分子認識素子として用いられる．結合

反応の測定には，蛍光分子や酵素などを標識する方

式と直接，結合体をモニタ－する方式がある．前者

の例としては，蛍光検出型DNAチップやELISAを

基礎とするイムノセンサーなどがある．後者の例と

しては，水晶振動子の共鳴周波数による微量の質量

変化を測定する方式や表面プラズモン共鳴デバイス

を用いて結合形成に伴う光学特性の変化を測定する

方式などがある．一般的には，ラベルフリーな測定

法は，標識剤の修飾が不要で，特に高次な構造の保

持が必要な場合には有利である．そこで電気化学法

によるラベルフリーな測定を実現するために，核酸

分子やタンパク分子内に存在するサイトに着目し

た．まず，タンパク分子内にあるチロシン残基の電

気化学活性に着目し，アミロイド分子の解析を検討

した．このアミロイド分子は，βシート構造が多数

集合することによりアミロイド繊維を形成し，アル

ツハイマー病の原因タンパク質として知られてい

る．チロシン残基1個を有する２種のβアミロイド

（Aβ－40，Aβ－42）を用いて凝集過程を測定し

たところ，分子表面のチロシン残基量の変化によっ

て酸化シグナルが変化することが観測され（図２），

従来にない標識剤を必要としない電気化学的なβア

図２．アミロイド凝集プロセスの電気化学モニタリング
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定された．SNPがありそのミスマッチの塩基に相補

的に１塩基修飾された金ナノ粒子が結合すると，金

のナノ粒子は電極表面に蓄積し，酸化波の大きな変

化が起きた．（図４）一塩基が修飾されたナノ粒子

がSNP

の存在

を示す

だけで

な く ，

どの塩

基がそ

の塩基

対の中に存在しているかも明らかにできた．このナ

ノ粒子を基礎とする電気化学的な方法はあらゆる変

異のDNAを測定する有効な方法である．さらに，

金ナノ粒子だけでなく，カーボンナノチューブなど

を用いて高感度に遺伝子を電気化学測定することに

ついても明らかにしている．（10）

（３）カーボンナノチューブFETの

構成とバイオセンシング

CNTは，直径数nmの１次元構造を有し，表面の

状態変化に極めて敏感であるため，FETのゲート

部として機能させ，微小な電位変化をとらえるデバ

イスとして期待されている．（図５）これを用いて，

DNAのハイブリダイゼーションや抗原抗体反応の

検出を検討した．まず，CNTFETのバックゲート

（Au）にペプチド核酸（PNA）を化学修飾によっ

て固定させ，DNAのハイブリダイゼーションの検

ミロイド凝集の検出法の開発を行った（１）．

この測定原理を抗原抗体反応のモニタリングにも

適用した．カーボン電極にヒト妊娠ホルモンの抗体

を修飾し，これに妊娠ホルモンであるゴナントロピ

ンを反応させた．Square wave stripping voltamme-

tryを用いて測定したところ，0.6V付近にピークが

観測され，抗原であるゴナントロピンの濃度に応じ

て増大した．測定感度は15pMときわめて高く，尿

サンプルを用いて測定も可能であった．（２）同様

にして癌マーカーとなる尿中のテロメラーゼの測定

にも適用している．（３）また，タンパクだけでな

く，DNAの解析には塩基のグアニンやアデニンの

電気化学活性を指標にするラベルフリーな遺伝子セ

ンサーの構築も可能である．（４-６）特に，カーボ

ンナノチューブ（CNT）を用いて電極上にプロー

ブDNAを多数配置し，酸化電流の増大を計ること

やDNA結合タンパクを利用した電気化学バイオセ

ンシング方法も提案されている．（図３）（７,８）

（２）ナノ構造体を用いた電極型遺伝子センサー

演者らは，金コロイドに核酸分子を修飾したキト

サンポリマーをハイブリッドしたナノ粒子を用いて

SNP（一塩基多型遺伝子）の電気化学検出を可能に

した．（９）この粒子は数nmの塩基を修飾した金コ

ロイド粒子である．ここではこうしたナノ粒子を用

いた電気化学方式によるすべての可能なSNPを区別

できる新たな方法について示す．すなわちSNPは特

定の塩基が結合した金コロイドナノ粒子の電気化学

的信号の変化として区別することを試みた．はじめ

にキトサンポリマーがアルカンチオール自己組織化

修飾された金ナノ粒子の上に形成した．特定の一塩

基は，そのあとでキトサンが被覆された金のナノ粒

子の上に形成した．修飾された金のナノ粒子の表面

のサイズはおおよそ８nm，これはAFMを用いて測

図３．核酸塩基の電極上で酸化電流とCNTを利用した信号増幅

図４．１塩基修飾金ナノ粒子を用いたSNPsの電気化学検出

図５．CNT-FET ナノデバイスを用いたバイオセンシング
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的には凝集を引き起こすことが観測された．この凝

集体は約10ナノメートル程度の大きさであることが

わかり，DNAや電気化学性物資がその凝集体に数

多く含まれていることも明かとなった．（15）こう

したナノ凝集体が形成されることにより，電気化学

的な応答に大きな変化をもたらしたということが明

らかとなった．この原理をもとに，すでに実用的な

携帯型の遺伝子測定装置を試作しており，これを用

いて，血液中のB型肝ビールス，食中毒に関わる病

原性微生物であるサルモネラ菌（図６）や大腸菌0-

157，ApoEのSNP，遺伝子組み換え食品の検定など

への応用が進められている．

４．ナノ周期構造を用いた局在プラズモンデバイス

によるバイオセンシング（16，17）

抗体を用いる免疫センサーは，医療分析，環境分

析などにきわめて有力である．しかし従来から用い

られている方法では，蛍光分子や酵素などの標識剤

を必要とし，多段階のきわめて煩雑な操作を必要と

していた．一方，表面プラズモン共鳴（SPR）や水

晶振動子を用いる非標識法もあるが，ワンチップ上

に集積して，一度に多種類の測定をすることは容易

ではない．そこで，著者らは，金ナノ粒子の周期構

造による光学特性を利用したバイオセンシングシス

テムの構築について検討した．この方法であれば，

基板を容易に調製でき，標識剤を必要とせず，局在

プラズモン共鳴に基づく検出が可能である（図７）．

測定系も基板に対して垂直方向の入射光・反射光を

用いるため，より単純な光学系ででき，オンチップ

での集積化がきわめて容易である．ここでは，この

局在プラズモン共鳴デバイスを免疫センサーに適用

出を行なった．PNAは，DNAと異なりペプチド結

合で骨格を形成しているおり，無電荷であるため

DNAとより強くハイブリダイズし相補鎖認識も優

れている．まず，緩衝液中でFETの伝導特性を測

定し，次にDNAを導入し，ソース・ドレイン電流

の時間変化を調べたところ，6.8fmol/Lときわめて

薄いDNA濃度用いても徐々に電流値が増大し，ハ

イブリダイゼーションが検出できた．（図５）

（11,12）つぎに，このCNTFETを抗体検出に応用し

た．レセプターとして抗体を用いた従来のセンサで

は，抗体のサイズがデバイ長よりも大きいために高

感度での検出は難しい．そこで，デバイ長に比べて

サイズの小さいアプタマーをレセプターとして使用

した．すでにさまざまなタンパク質に対応するアプ

タマーが見つかっており，今回その中で代表的な

IgEアプタマーを用いた．CNTFETのCNTチャネ

ルにIgEアプタマーを化学修飾し，IgEとアプタマ

ーの結合をCNT表面の状態変化として捉え，リア

ルタイムでFETの電気特性を測定した．アプタマ

ーを修飾したCNTFETのチャネル部分を，緩衝溶

液（PBS）中に浸し，同じく溶液中に浸した参照電

極をゲート電極として用いた．同一の試料に濃度の

異なるIgEを導入し，FETの電気特性を測定した．

ソース・ドレイン電圧を200mV，参照電極をソー

スに対して0Vとして固定し，ソース・ドレイン電

流の時間変化をプロットした図５を示す．図中の矢

印はIgEの滴下を示しており，矢印の上の数字は滴

下後のPBS溶液中のIgEの濃度を表している．IgE

導入後に電流値は減少しており，極微量のIgEを

CNTFETが検知したことを示している．

（４）遺伝子プローブの電極固定化の

不要な電気化学的遺伝子計測法

著者らは，電極を用いた方法で遺伝子を検出する

新しい原理を明らかにしている．（図６）これは，

電極に特定のDNAを固定することなく，溶液中に

行う特定のDNAと相互作用する電気化学的活性を

有するバインダーとの相互作用を利用して測定する

ものである．電気化学性的結果から特定DNAが増

加すると電流値が減少することが明らかになった．

（13,14）この原因について，ナノツールである原子

間力顕微鏡を用いて調べてみるとDNAと電気化学

性活性化とDNAとの間に相互作用が見られ，最終

図６．電極へのプローブ固定操作不要の遺伝子検出方法（左）
とサルモネラ遺伝子の検出（右）



5

生産と技術 第59巻　第４号（2007）

ョンによる特定遺伝子の検出にも応用できた．
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し，その特性を評価した．まず，金蒸着したガラス

基板へDithiodibutyric acid（DDA）の自己組織化単

分子層（Self assembled monolayer: SAM）を形成

した．そしてSAM形成した基板表面へ，３-amino-
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た．作製した周期構造基板に対して入射光を照射し，

その反射光に対する吸収スペクトルを測定したとこ

ろ，シリカ微粒子周期構造基板では558nmの波長に

て，吸収ピークが観察された．著者らが作製した

300スポットからなるプロテインアレイプラズモン

免疫チップでは，抗 IgA抗体，抗IgD抗体，抗IgG

抗体，抗IgM抗体，抗C-reactive protein（CRP）抗

体および抗フィブリノーゲン抗体を，各50スポット

ずつプロテインアレイプラズモンバイオチップ表面

へ固定化することとした．なお，各スポットに添加

する抗体および抗原溶液量は，100nLとした．本プ

ロテインアレイプラズモンバイオチップでは，相互

作用を解析する検体数に応じて，リガンド固定化お

よび分析物質の添加におけるスポット数，添加量な

どを柔軟に変更させることが可能である．抗原抗体

反応による吸収ピーク変化量を測定した．その結果，

各抗体固定化スポットの光学特性変化量は，添加し

た抗原濃度に応じて異なる吸収ピーク強度変化を示

すことが観察された．そして，それぞれ添加した抗

原に対して特異的に認識する抗体が固定化されてい

たスポットのみに，顕著な吸収ピーク強度変化が観

察された．検出限界は測定対象によって異なるが，

ほぼ100pg/mLであった．またこのデバイスを用い

ることで，プローブ遺伝子とのハイブリダイゼーシ

図７．局在プラズモン共鳴チップを用いたナノバイオセンサー
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